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€ Eukaryotische Fusionsproteine, ihre Herstellung und Verwendung sowie Mittel zur Durchfiihrung des Verfahrens.

Ein «offener Leseraster» aus der DNA, die fiir Interleu-
kin-2 (IL-2) codiert, eignet sich zur Herstellung von Fusions-
proteinen. Hierfiir geniigt eine Teilsequenz der DNA, die
etwa den ersten 100 Aminoséiuren des IL-2 entspricht. Das
Gen fiir das gewiinschte Protein kann vor oder nach den
offenen Leseraster gesetzt werden. Man erhilt schwer- bis
unlgsliche Fusionsproteine, die leicht von den ldslichen
wirtseigenen Proteinen abgetrennt werden kénnen.
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Eukaryotische Fu31onsprote1ne, ihre Herstellung und Ver-
wendung sowie Mlttel zur Durchfuhrung des Verfahrens

D1e Erflndung be21eht 81ch auf einen "offenen Leseraster"
aus einer DNA, die fir Interleukln-z codiert, und die
Verwendung dieser DNA als Expre331onsh11fe zur ExpreSS1on

'von Peptlden bzw._Protelnen. '

Bei der gentechnlschen Herstellung eukaryotlscher Protelne

'w1rd in Bakterlen hauflg nur ‘eine gerlnge Ausbeute erhal-

ten, insbesondére bei kleinen Proteinen mit einem Molge—
wicht bis zu etwa 15 000 Dalton, deren Strukturen Disul-
fidbriicken enthalten. Man nimmt an, daB die gebildeten A
Proteine durch wirtseigene Proteasen rasch abgebaut werden.
Man konstruiert deshalb zweckmidBig Genstrukturen, die fir
Fusionsproteine codieren, wobei der unerwiinschte Anteil

des Fusionsproteins ein wirtseigenes Protein ist, das nach
der Isolation der Prlmarproduktes nach an sich bekannten

‘Methoden : abgespalten wird.

Es wurde nun iiberraschenderweise gefunden, daB ein N-
terminaler Anteil von Interleukin-2, der im wesentlichen
den ersten 100 Aminosduren entspricht, besonders gut zur
Herstellung von Fusionsproteinen geeignet ist. Man erhilt
also als Prlmarprodukt ein Fusionsprotein, das vollig oder
zum ganz Uberwiegenden Teil aus’ eukaryotlschen Proteinse-
quenzen besteht. Uberraschenderwelse wird dieses Proteln
offenbar in dem betreffenden Wirtsorganismus nicht als
Fremdproteln erkannt und nicht sofort wieder abgebaut ‘Ein
weiterer Vorteil ist, daB die erflndungsgemaﬁen Fu31on—
sproteine schwer 1osllch bis unlSslich sind und sich somit
einfach, zweckmdB8ig durch Zentrifugation, von den 16sli~-
chen Proteinen abtrennen lassen. '

Da es erfindungsgeméﬁ hinsichtlich der Funktion als "Bal-
last-Anteil" des Fusionsproteins nicht darauf ankommt, daf
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der Interleukin-2-Anteil ein biologisch aktives Molekul
darstellt, kommt es insofern auch nicht auf die exakte
Struktur des Interleuk1n—2—Antells ‘an. Es genugt hlerfur,
daB8 im wesentllchen die ersten 100 N-terminalen Aminosiu~
ren vorliegen. Es ist also beispielsweise mogllch am N-
Terminus Varlatlonen vorzunehmen, die eine Spaltung des
Fu31onsprotelns erlauben, falls das erwinschte Proteln N-
terminal dazu angeordnet ist. Umgekehrt kann man C-terml-
nal Variationen vornehmen, um die Abspaltung des gewunsch-
ten Proteins zu ermogllchen oder .zZu erlelchtern, falls '

s

den ist. _ e

Die fiur Human—Interleukin—Z, im folgenden "IL-2", codie-
rende natiirliche DNA-Sequenz ist aus der europiischen
Patentanmeldung mit der Verdffentlichungsnummer

EP-A1-0 091 539 bekannt. Die dort aufgefiihrte Literatur
bezieht sich auch auf Miduse- und Ratten-IL-2. Diese SHu-
ger-DNA kann zur Synthese der erfindungsgemédBen Protelne
herangezogen werden. ZweckmiBiger geht man Jedoch von ei-
ner synthetischen DNA aus, besonders vorteilhaft von der
DNA fir Human-IL-2, die in der (nicht vorverSffentlichten)
deutschen Offenlegungsschrift 34 19 995 (entsprechend der
unter der Nummer O 163 249 verdffentlichten europdi-
schen Patentanmeldung) vorgeschlagen wurde. Diese synthe-

~ tische DNA-Sequenz ist im Anhang wiedergegeben (DNA-Se-
quensz I). Diese synthetische DNA hat nicht nur den Vorzug,

daB sie 1n der Codon—Wahl auf die Gegebenhelten des am
hauflgsten verwendeten Wirts, E. coll,vabgestlmmt 1st,
sondern sie enth#lt auch eine Reihe von Schnlttstellen fir
Restriktionsendonucleasen, von denen erfindungsgenif Ge-
brauch gemacht werden kann. In der folgenden Tabelle 1 ist
eine Auswahl der geeigneten Schnittstellen am Anfang bzw.
in der Region des 100. Tripletts wiedergegeben. Hier-
durch ist jedoch nicht ausgeschlossen, daf in dem dazwi-
schenliegenden Bereich Variationen in der DNA vorgenommen
werden, wobei von den in der vorstehend genannten Patent-
anmeldung aufgefiihrten weiteren Schnittstellen Gebrauch
gemacht werden kann.
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Tabelle 1
Restriktionsenzym  Erkennungs- Position des ersten
sequenz Nucleotids der Er-
kennungssequenz
(codierender Strang)
5! 3!
Aha II, Ban I, -
Hae II, Nar I, GGCGCC 8
Ban II, Sac I, Sst I GAGCTC ' 291
Hha I GCGC 9
Hinf I GACTC 35
Pvu I CGATCG 346
Tag I TCGA 387

Wird von den Nucleasen Ban II, Sac I oder Sst I Gebrauch
gemacht, so erh#lt man eine IL-2-Teilsequenz, die fiir etwa
95 Aminosduren codiert. Diese Lénge ist im allgemeinen
ausreichend, um ein unlésliches Fusionsprotein zu erhal-
ten. Wenn die Schwerldslichkeit, beispielsweise bei einem
gewinschten hydrophilen eukaryotischen Protein, noch nicht
ausreicht, man aber - um so wenig "Ballast" wie m6g1ich Zu
produzieren - nicht von den niher am C-Terminus liegenden
Schnittstellen Gebrauch machen will, so kann man durch
entsprechende Adapter bzw. Linker die DNA-Sequenz am N-
und/oder C-terminalen Ende verlédngern und so den “"Ballast"-
Anteil "maBschneidern". Man kann natiirlich auch die DNA-
Sequenz - mehr oder weniger - bis zum Ende nutzen und so -
gegebenenfalls modifiziertes - biologisch aktives IL-2 als
"Nebenprodukt" erzeugen bzw. ein bifunktionelles Protein
erzeugen, das IL-2 Wirkung zusHitzlich zur Wirkung des co-

dierten Proteins zeigt.

Die Erfindung betrifft somit Fusionsproteine der allgemei-
nen Formel
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Met - X =Y - 2 oder Met - 2 - ¥ - X
(Ia) , | (Ib)

in der X im weéenﬁlichen die'Aﬁinoséurefolge der etwa 100
e:sten'Aminaséuren von vorzugsweise menschlichem IL-2 be-
déutet, Y eine direkte Bindung bedeutet, falls die zum 'ge-
wiinschten Protein benachbarte AminosZure oder Aminos&duren-
folge eine Abspaltung des gewiinschten Proteins ermaglicht
oder andernfalls ein Bruckenglled aus einer oder ‘mehreren
genetisch codierbaren Amlnosauren, das die Abspaltung"er-ij
mdglicht, und Z eine Sequenz aus genetlsch codierbaren
Aminosduren ist, die fiir das gewlinschte Protein codiert.

Wie sich aus den Formeln Ia und Ib ergibt - und wie es
auch schon vorstehend erwiéhnt wurde - ist es mdglich, das
gewlinschte Protein vor oder nach dem IL-2-Anteil zur Ex-
pression zu bringen. Zur Vereinfachung wird im folgenden
im wesentlichen die erste Mdglichkeit erléutert, die der
herkommlichen Methode zur Herstellung von Fusionsproteinen
eﬂtspricht. Wenn also im folgenden diese "klassische" Va-

‘riante beschrieben wird, soll die andere Alternative hier-

durch nicht ausgeschlossen werden.

Die Spaltung des Fusionsproteins kann in an sich bekannter
Weise chemisch oder enzymatisch erfolgen. Die Wahl der ge-
eigneten Methode richtet sich vor allem nach der Amino-
séuresequenz des gewiinschten Proteins. Wenn dieses bei-
splelswelse kein Methlonln enthdlt, kann Y Met bedeuten,
worauf eine chemlsche Spaltung mit Chlor- oder Bromecyan
erfolgt. Steht im Bindeglied Y am Carboxyterminus Cystein
oder steht Y fir Cys,'so kann eine enzymatische Cystein-
spezifische Spaltung oder eine chemische Spaltung, bei-
spielsweise nach spezifischer S-Cyanylierung, folgen.
Steht im Briickenglied Y am Carboxyterminus Tryptophan oder
Y fiir Trp, so kann eine chemische Spaltung mit N-Brom-
succinimid erfolgen. |
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Proteine, die in ihrer Aminosduresequenz nicht
Asp - Pro

enthalten und hinreichend siurestabil sein, kOnnen in an
sich bekannter Weise proteolytisch gespalten werden. Hier-
durch erhdlt man Proteine, die N-terminal Prolin bzw. C-
terminal Asparaginsdure enthalten. Auf diese Weise konnen
also auch modifizierte Proteine synthetisiert werden.

Die Asp-Pro-Bindung kann noch sdurelabiler gestaltet
werden, wenn dieses Briickenglied (Asp)n-Pro bzw.
Glu—(Asp)n-Pro ist, wobei n 1 bis 3 bedeutet.

Beispiele fiir enzymatische Spaltungen sind ebenfalls be-
kannt, wobei auch modifizierte Enzyme mit verbessertér
Spezifitdt eingesetzt werden kdnnen (vgl. C.S. Craik et
al., Science 228 (1985) 291-297). Ist das gewiinschte euka-
ryotische Peptid Proinsulin, so wihlt man zweckmidBig als
Sequenz Y eine Peptidsequenz, bei der eine durch Trypsin
abspaltbare Aminosiure (Arg, Lys) an die N-terminale Ami-
nosdure (Phe) des Proinsulins gebunden ist, beispielsweise
Ala-Ser-Met-Thr-Arg, da dann die Arglnln-speziflsche Spal-
tung mit der Protease Trypsin erfolgen kann.

Enthdlt das gewlinschte Protein nicht die Aminosdurefolge
Ile-Glu-Gly-Arg,

so kann das Fusionsprotein mit Faktor Xa gespalten werden

(europdische Patentanmeldungen mit den Verdffentlichungs-

nummern O 025 190 und 0 161 973).

Das Fusionsprotein wird durch Expression in einem geeigne~

ten Expressionssystem in an sich bekannter Weise gewonnen.
Hierfiir eignen sich alle bekannten Wirts-Vektor-Systemne,
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also beispielsweise Siugerzellen und Mikroorganismen, bei-
spielsweise Hefen und vorzugsweise Bakterien, insbesondere
E. coli.

Die DNA-Sequenz, die fir das gewiinschte Protein codiert,
wird .in bekannter Weise in einen Vektor eingebaut, der in
dem gewdhlten Expressionssystem eine gute Expressidn
gewdhrleistet.

In bakteriellen Wirten wihlt man zweckmiBig den Promotor
und Operator aus der Gruppe lac, tac, trp, PL
Phagen A, hsp, omp oder einen synthetischen Promotor, wie

oder PR aes

sie beispielsweise in der deutschen Offenlegungsschrift

34 30 68% (Europiische Patentanmeldung mit der Vertffent-
lichungsnummer O 173 149) vorgeschlagen sind. Vorteilhaft
ist die tac Promotor-Operator-Sequenz, die inzwischen han-
delsiiblich ist (z.B. Expressionsvektor pKK223%-3, Pharmacia,
"Molecular Biologicals, Chemicals and Equipment for Mole-
cular Biology", 1984, S. 63).

Bei der Expression des erfindungsgemd@fien Fusionsproteins
kann es sich als zweckmidBig erweisen, einzelne Tripletts
der ersten Aminosiuren nach dem ATG-Start-Codon zu verin-—
dern, um eine eventuelle Basenpaarung auf der Ebene der
mRNA zu verhindern. Solche Verdnderungen, ebenso wie Ver-
dnderungen, Deletionen oder Additionen einzelner Aminosidu-
ren im IL-2-Proteinanteil, sind dem Fachmann geldufig und
ebenfalls Gegenstand der Erfindung.

In den folgenden Beispielen und in den Figuren wird die
Erfindung niher erliutert. Hierbel beziehen sich

Figur 1 und deren Fortsetzung, Figur 1a, auf die Synthese.
des Plasmids pK360, das fur ein Fusionsprotein codiert,
welches die Hirudinsequenz aufweist;

Figur 2 und ihre Fortsetzung, Figur 2a, betreffen die Syn-
these des Plasmids pK410, welches ebenfalls flir ein Fu-

sionsprotein mit der Aminosiuresequenz des Hirudin codiert,
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Figur 3 und ihre Fortsetzungen, Figuren 3a bis 3¢, auf die
Konstruktion der Plasmide pPH15, 16, 20 und 30, die fiir
Fusionsproteine codieren, die die Aminos#uresequenz von
Affen-Proinsulin enthalten,

Pigur 4 auf die Synthese des Plasmids pPH100, welches fiir
ein Fusionsprotein mit der Aminosduresequenz des Hirudin
codiert,

Figur 5 und ihre Fortsetzung, Figur 5a, auf die Konstruk-
tion des Plasmids pK370, welches fiir ein Pusionsprotein
mit der Aminos#uresequenz des Hirudin codiert sowie

Figur 6 und ihre Fortsetzung, Figur 6a, auf die Synthese
des Plasmids pKH101, das fiir ein Fusionsprotein mit der
Aminos8urefolge von Affenproinsulin codiert.

Die Figuren sind i.a. nicht maBstabgerecht gezeichnet, vor
allem bei der Wiedergabe der Polylinker wurde der MaBstab

"gedehnt".

Beispiel 1

Durch Insertion des lac-Repressors (P.J. Farabaugh, Nature
274 (1978) 765-769) in das Plasmid pKK 177-3 (Amann et al.,
Gene 25 (1983) 167) erhdlt man das Plasmid pJdF118 (1)
(Pig. 1; vgl. deutsche Patentanmeldung P 35 26 995.2, Bei-
spiel 6, Fig. 6). Dieses wird an der singuliren Restrik-
tionsstelle fir Ava I gedffnet und in an sich bekannter
Weise durch Exonuclease-Behandlung um etwa 1000 bp ver-
kleinert. Nach Ligierung wird das Plasmid pEW 1000 (2),
(Figur 1) erhalten, in dem das lac-Repressorgen vollstin-
dig erhalten ist, das aber auf Grund der Verkleinerung in
deutlich hdherer Kopienzahl als das Ausgangsplasmid vor-
liegt.

Anstelle des Plasmids pKK177-3 kann man auch von dem vor-
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stehend erwdhnten handelsiiblichen Plasmid pKK223-3 ausge-
hen, den lac-Repressor einbauen und das erhaltene Produkt
analog verkiirzen. '

Das Plasmid pEW 1000 (2) wird mit den Restriktionsenzymen
EcoR I und Sal I gedffnet (3).

Das fiir Hirudin codierende Plasmid (4), hergestellt gemss
deutscher Offenlegungsschrift 34 29 430 (europdische Pa-
tentanmeldung mit der Veroffentllchungsnummer 0 171 024),>
Beispiel 4 (Pigur 3), wird mit den Restrlktlonsenzymen _
Acc I und Sal I gedffnet und das kleine Fragment (5), 4
zum groBten Teil die Hirudin-Sequenz enthidlt, isoliert.

Das Plasmid pi59/6 (6), hergestellt gem#B deutscher Offen-
legungsschrift 34 19 995 (europiische Patentanmeldung mit
der Versffentlichungsnummer O 163 249), Beispiel 4

(Figur 5), wird mit den Restriktionsenzymen Eco RI und
Pvu I ge6ffnet und das kleine Fragment (7) isoliert, das
den gréBten Teil der IL-2-Sequenz enthdlt. Diese Teilse-
quenz und im folgenden auch andere verkiirzte IL-2 Sequen-
zen sind in den Figuren mit "AIL2" bezeichnet. '

AnschlieBend werden die Sequenzen (3), (5), (7) sowie die
synthetische DNA-Sequenz (8; Figur 1a) mit T4-Ligase be-
handelt. Man erhilt das Plasmid pK360 (9).

Kompetente E. coli-Zellen werden mit dem Ligationsprodukt
transformiert und auf NA-Platten, die 25 ug/ml Amplclllln
enhalten, ausplattiert. Die Plasmid-DNA der Klone wird

mittels Restriktions- und Sequenzanalyse charakterisiert.

Eine Ubernachtkultur aus E. coli-Zellen, die das Plasmid
(9) enthalten, wird mit LB-Medium (J. H. Miller, Experi-
ments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laborato-
ry, 1972), das 50 pg/ml Ampicillin enth#lt, im Verhdltnis
von etwa 1:100 verdinnt und das Wachstum iiber OD-Messung
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verfolgt. Bei OD = 0,5 wird die Schiittelkultur auf 1 mM
Isopropyl-B-galactopyranosid (IPTG) eingestellt und die
Bakterien nach 150 bis 180 Minuten abzentrifugiert. Die
Bakterien werden 5 Minuten in einer Puffermischung (TM
Harnstoff, 0,1% SDS, 0,1 M Natriumphosphat, pH 7,0) ge- .
kocht und Proben auf eine SDS—-Gelelektrophoreseplatte auf-
getragen. Nach Elektrophorese wird aus Bakterien, die das
Plasmid (9) enthalten, eine Proteinbande erhalten, die der
GroBe des erwarteten Fusionsproteins entspricht. Nach
AufschluB der Bakterien (French Press; (R)Dyno-Mihle) und
Zentrifugation befindet sich das Fusionsprotein im Nieder-
schlag, so daB mit dem Uberstand bereits erhebliche Mengen
der iibrigen Proteine abgetrennt werden ktnnen. Nach Iso-
lierung des Fusionsproteins wird durch Bromcyan-Spaltung
das erwartete Hirudin-Peptid freigesetzt. Dieses wird nach
Isolierung durch Protein-Sequenzanalyse charakterisiert.

Die angegebenen Induktionsbedingungen gelten fiir Schiittel-
kulturen; bei grtBeren Fermentationen sind entsprechend
verédnderte OD-Werte und gegebenenfalls leicht variierte
IPTG-Konzentrationen zweckmédB8ig.

Beispiel 2

Das Plasmid (4) (Figur 1) wird mit Acc I gedffnet und die
liberstehenden Enden mit Klenow-Polymerase aufgefiillt. An-
schlieBend wird mit Sac I geschnitten und das Pragment
(10) isoliert, das den groB8ten Teil der Hirudin-Sequenz
enthilt. ' . ' .

Der handelsiibliche Vektor pUC 13 wird mit den Restriktions-
enzymen Sac I und Sma I gedffnet und das groBe Fragment
(11) isoliert.

Mittels T4-Ligase werden nun die Fragmente (10) und (11)
zum Plasmid pK 400 (12) (Fig. 2) ligiert. Das Plasmid (12)
ist in der Figur 2 zweimal dargestellt, wobei in der unte-
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ren Darstellung die AminosHuresequenz des so erhdltlichen
Hirudin-Derivats hervorgehoben wird.

Das Plasmid (4) (Pigur 1) wird mit den Restriktionsenzymen
Kpn I und Sal I gedffnet und das kleine Fragment (13) iso-
liert, das die Hirudin-Teilsequenz enthdlt.

Das Plasmid (12) wird mit den Restriktionsenzymen Hinc II
und Kpn I umgesetzt und das kleine Fragment (14) isoliert,
das die Hirudin-Teilsequenz enthidlt.

Das Plasmid (9) (Figur 1a) wird mit EcoR I partiell ge-
spalten, die freien Enden mit Klenow-Polymerase in einer
fill-in-Reaktion aufgefiillt und mit Sal I geschnitten.'Man
erhdlt das Derivat des Plasmids pK360 (15).

Durch Ligieren der Pragmente (3), (13), (14) und (15) er-
hilt man das Plasmid pK410 (16), das in der Pigur 2a zwei-
fach dargestellt ist, wobei die untere Wiedergabe die Ami-
nosdurefolge des TFusionsproteins und damit des nach Saure-
spaltung erhaltenen Hirudin-Derivats erkennen 1li8%.

Nach Expression und Aufarbeitung gem#B Beispiel 1 erhilt
man ein neues Hirudin-Derivat, das in den Positionen 1 und
2 die Aminosduren Prolin und Histidin aufweist. Dieses
Hirudin-Derivat zeigt die gleiche Aktivitdt wie das Natur-
produkt gem&B deutscher Offenlegungsschrift 34 29 430, das
in diesen Positionen die Aminosiuren Threonin und Tyrosin
aufweist, ist jedoch stabiler gegen den Angriff von Amino-
peptidasen, woraus sich Vorteile bei der in-vivo-Anwendung
ergeben kdnnen.

Beispiel 3

Der handelsiibliche Vektor pBR 322 wird mit Bam H I gedff-
net, wobei man das linearisierte Plasmid (17) erh#lt. Die
freien Enden werden partiell unter Einsatz von dATP, 4GTP
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und 4TTP aufgefiillt und das iiberstehende Nucleotid G mit
S1-Nuclease abgebaut, wobei das pBR 322-Derivat (18) er-
halten wird.

Das Hae III-Fragment (19) aus Affen-Proinsulin (Wetekam

et al., Gene 19 (1982) 181) wird mit dem modifizierten
Plasmid (18) ligiert, wobei das Plasmid pPH 1 (20) erhal-
ten wird. Da die Insulin-Teilsequenz in das Tetracyclln-
Gen eingesetzt wurde, sind die Klone, die dieses Plasmid
enthalten, nicht gegen Tetracyclln resistent und kdnnen so
identifiziert werden. ' |

Das Plasmid (20) wird mit Bam HI und Dde I gedffnet und
das kleine Fragment (21) isoliert.

Zusitzlich wird aus der Affen-Proinsulinsequenz die Dde I-
Pvu II-Teilsequenz (22) isoliert.

Der Vektor pBR 322 wird mit Bam HI und Pvu II gedffnet und
das linearisierte Plasmid (23) isoliert.

Durch Ligierung der Insulin-Teilsequenzen (21) und (22)
mit dem gedffneten Plasmid (23)'erhélt man das Plasmid
pPH5 (24). Dieses wird mit Bam HI und Pvu II gedffnet und
das kleine Pragment (25) isoliert.

Zur Erginzung der Insulinstruktur wird die DNA-Sequenz
(26) synthetisiert.

Der handelsiibliche Vektor pUC 8 wird mit den Enzymen

Bam HI und Sal I ge6ffnet und das Restplasmid (27) iso-
1iert. Dieses wird mit den DNA-Sequenzen (25) und (26)

zum Plasmid pPH 15 (28) ligiert. Dieses wird mit Sal I ge-
5ffnet und die iiberstehenden Enden aufgefiillt. Aus dem re-
sultierenden Plasmidderivat (29) wird mit Bam HI die DNA-
Sequenz (30) abgespalten.
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Der handelsiibliche Vektor pUC 9 wird mit den Enzymen Bam HI
und Sma I gedffnet und das grofBe Fragment (31) isoliert.
Dieses wird mit der DNA-Sequenz (30) ligiert, wobei das
Plasmid pPH16 (32) erhalten wird. ‘

Das Plasmid (32) wird mit Sal I gedffnet und das lineari-
sierte Plasmid (33) partiell mit 4CTP, 4GTP und 4TTP auf-
gefiillt und das verbleibende Nucleotid T mit Si—Nuclease
abgespalten. Das so erhaltene Plasmidderivat (34) wird mit
Bam HI behandelt und aus dem Produkt (35) mit S1-Nuclease
der tiberstehende Einzelstrang entfernt, wobei das Plasmid-
derivat (36) erhalten wird.

Die stumpfen Enden des Plasmidderivats (35) werden zum
Plasmid pPH 20 (37) cyclisiert.

Kompetente E. coli Hb 101-Zellen werden mit dem Ligations-
gemisch transformiert und auf selektivem Medium ausplat-
tiert. Klone, die das gewunschte Plasmid enthalten, expri-
mieren Pr01nsu11n, wobeil von 70 getesteten Klonen 28 ra-
dioimmunologisch nachweisbares Proinsulin enthielten. Die
Plasmide werden ferner mittels DNA-Sequenzanalyse charak-
terisiert. Sie enthalten DNA, die vor dem Codon fiir die
erste Aminossure der B-Kette (Phe) fir Arginin codiert.

Das Plasmid (37) wird-mit Hind III gespalten, die iberste-
henden Enden aufgefiillt und mit Dde I nachgespalten. Das
kleine Fragment (38) wird isoliert.

Das Plasmid (28) (Figur 3a) wird mit Sal I und Dde I ge-
spalten und das kleine Pragment (39) abgetrennt.

Das Plasmid (9) (Figur 1a) wird zunichst mit Acc I gespal-
ten, die freien Enden aufgefiillt und mit Eco RI partiell
nachgespalten. Das Fragment (40), das die verkiirzte IL-2-
Sequenz enthidlt, wird isoliert.
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Das linearisierte Plasmid (3) (Pigur 1) und die DNA-Seg-
mente (38), (39) und (40) werden nunmehr zu dem Plasmid
pPH 30 (41) ligiert. Dieses Plasmid codiert fir ein Fu~
sionsprotein, das im AnschluBl an die AminosZuren 1 bis 114
des IL-2 die folgende AminosZuresequenz aufweist:

Asp-Phe-Met-Ile-Thr-Thr-Tyr-Ser-leu-Ala~-Ala-Gly-Arg.

Das Arginin als letzte Aminos#ure dieses Briickengliedes Y
ermdglicht die Abspaltung der Insulinketten mit Trypsin.

Ausgehend vom Plasmid (9) (Figur 1a) kann man auch auf
folgendem Weg zum Plasmid (41) kommen:

Man 6ffnet (9) mit Acc I, fiillt die iiberstehenden Enden
auf, schneidet mit Sal I nach und ligiert das erhaltene
Plasmidderivat (42) mit den Segmenten (3), (38) und (39).

Beispiel 4

Das Plasmid (6) (Figur 1) wird mit den Restriktionsenzymen
Tag I und Eco RI gedffnet und das kleine Fragment (43)
isoliert. Dieses Pragment wird mit der synthetisierten
DNA-Sequenz (44) und den Segmenten (3) und (5) zum Plasmid
pPH 100 (45) ligiert. Dieses Plasmid codiert fiir ein Fu-
sionsprotein, bei dem auf die ersten 132 Aminosiuren des
IL-2 das Briickenglied Asp-Pro und hierauf die Aminosdure-
folge von Hirudin folgt. Die proteolytische Spaltung lie-
fert somit ein modifiziertes, biologisch aktives IL-2', in
dem in Position 133 an Stelle von Thr Asp enthalten ist,
und ein Hirudin-Derivat, das N-terminal Pro vor der Amino-
sduresequenz des Naturprodukts enthdlt. Auch dieses Pro-
dukt ist biologisch aktiv und im Vergleich zu dem Natur-
produkt stabiler gegen den Angriff von Proteasen.

Das IL-2'~Hirudin-Fusionsprotein zeigt ebenfalls biologi-
sche Aktivitdat:
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Im Zellproliferationstest mit einer IL-2-abhdngigen Zell-
linie (CTLL2) wurde biologische Aktivitdt gefunden.

Nach Denaturierung in 6 M Guanidiniumhydrochlorid-Losung
und anschlieBende Renaturierung in Pufferltsung (10 mM
Tris-HCl, pH 8,5, 1 mM EDTA) wurde weiterhin hohe IL-2-
Aktivitdt gefunden. AuBerdem wurde die Gerinnungszeit von
siurebehandeltem, mit Thrombin versetzem Blut nach Zugabe
des Fusionsproteins verlingert.

Man erh#lt somit ein bifunktionelles Fusionsprotein.

Beispiel 5

Der handelsiibliche Vektor pUC 12 wird mit den Restrik-
tionsenzymen Eco RI und Sac I getffnet. In dieses lineari-
sierte Plasmid (46) wird eine IL-2-Teilsequenz eingesetzt,
die aus dem Plasmid (6) (Figur 1) mit den Restriktionsen-
zymen Eco RI und Sac I herausgespalten wird. Diese Sequenz
(47) umfaBt die kompletten Tripletts fiir die ersten 94
Aminosiuren des IL-2. Durch Ligieren von (46) und (47) er-
hilt man das Plasmid pK 300 (48).

Das Plasmid (9) (Figur 1a) wird mit Eco RI ge&ffnet, die
iiberstehenden Enden aufgefiillt und mit Hind III nachge-
spalten. Man isoliert das kleine Fragment (49), das im An-
schiluB an die fiir Hirudin codierende DNA-Sequenz einen
Teil des Polylinkers aus pUC 12 enthdlt.

Das Plasmid (48) wird mit den Restriktionsenzymen Sma I
und Hind III getffnet und das groBe Fragment (50) isoliert.
Durch Ligierung von (50) mit (49) erh#lt man das Plasmid
pK 301 (51).

Mit dem Ligationsgemisch werden kompetente E. coli 294-
Zellen transformiert. Klone, die das Plasmid (51) enthal-
ten, werden durch Restriktionsanalyse charakterisiert. Sie
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enthalten DNA, die im AnschluB an die Codons fiir die ersten
96 Aminosduren des IL-2 Codons fiir ein Briickenglied von 6
Aminosduren und darauf folgend die Codons fiir Hirudin ent-
halten.

Das Plasmid (51) wird mit Eco RI und Hind III umgesetzt
und das Fragment (52) isoliert, das die DNA-Sequenz fir
das genannte eukaryotische Fusionsprotein enthilt.

Das Plasmid (2) (Figur 1) wird mit Eco RI und Hind III ge-
6ffnet. Das erhaltene linearisierte Plasmid'(53) wird mit
der DNA-Sequenz (52) ligiert, wobei das Plasmid pK 370
(54) erhalten wird.

Wird das Plasmid (54) entsprechend Beispiel 1 in E. coli
zur Expression gebracht, so erhdlt man ein Fusionsprotein,
bei dem auf die ersten 96 AminosHuren des IL-2 das Briicken-
glied

' Ala-Gln-Phe-Met-Ile-Thr

und im AnschluB daran die Aminos#urefolge des Hirudin folgt.

Beispiel 6

Aus dem Plasmid (41) (Beispiel 3; Figur %c¢) wird mit den
Restriktionsenzymen Eco RI und Hind III das DNA-Segment
herausgespalten, das fir Affenproinsulin codiert, und die
iberstehenden Enden aufgefiillt. Man erh#lt das DNA-Segment
(55).

Das Plasmid (48) (Beispiel 5, Figur 5) wird mit Sma I ge-
0ffnet und mit Alkalischer Rinderphosphatase behandelt.

Das so erhaltene linearisierte Plasmid (56) wird mit dem
DNA-Segment (55) ligiert, wobei das Plasmid pK 302 (57) er-
halten wird. E. coli 294-Zellen werden mit dem Ligationsge-
misch transformiert, wobei Klone, die das gewiinschte Plas-
mid enthalten, zundchst durch Restriktions- und dann durch
Sequenzanalyse der Plasmid-DNA charakterisiert werden.
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Aus dem Plasmid (57) wird mit Eco RI und Hind III das Seg-
ment (58) herausgespalten, das fiir IL-2 und Affenproinsu-
1lin codiert. '

Das Plasmid (2) (Beispiel 1, Figur 1) wird ebenfalls mit
Eco RI und Hind TII gespalten und in das linearisierte
Plasmid (3) das Segment (58) hineinligiert. Man erhilt
das Plasmid pKH 101 (59).

Die Expression gemdB Beispiel 1 fiihrt zu einem Fusions-
protein, bei dem auf die ersten 96 Aminosduren des 1L-2
ein Briickenglied mit 14 Aminosiuren folgt (entsprechend Y
im DNA-Segment (58)), woran sich die Aminosdurefolge des
Affenproinsulins anschliefit.

ve
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Triplett Nr. 0 1 2
- Aminosiure Met Ala Pro
Nucleotid Nr. 1 10
Cod. Strang 5' AA TTC ATG GCG CCG
nicht cod. Strang 3! G TAC CGC GGC
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Thr Ser Ser Ser Thr Lys Lys Thr Gln Leu
20 30 40
ACC TCT TCT TCT ACC AAA AAG ACT CAA CTG
TGG AGA AGA AGA TG TTT TTC TGA GTT GAC
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Gln Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu Gln
50 60 70
CAA CTG GAA CAC CTG CTG CTG GAC CTG CAG
GTT GAC CTT GTG  GAC GAC " GAC CTG GAC GTC
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Met Ile Leu Asn Gly Ile Asn Asn Tyr Lys
80 90 100
ATG ATC CTG AAC GGT ATC AAC AAC TAC AAA
TAC TAG GAC TTG  CCA TAG TTG TTG ATG TTT
33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Asn Pro Lys Leu Thr Arg Met Leu Thr Phe
110 120 130
AAC CCa AAA CTG  ACG CGT ATG CIG ACC TTC
TTG GGC TIT GAC TGC GCA TAC GAC TGG AAG
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43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
Lys Phe Tyr Met Pro Lys Lys Ala Thr Glu
140 150 160

AAA TTC TAC ATG CCG  AAA AAA GCT ACC GAA
TTT AAG ATG TAC  GGC TTT TTT CGA  TGG CTT

53 54 55 56 57 58 59 60 .61 62,
Leu Lys  His Leu Gln Cys Leu Glu Glu Glu
170 180 : 190

CTG AAA CAC CTC CAG TGT  CTA  GAA GAA ~ GAG
GAC TTT GTG GAG  GTC  ACA GAT CIT CIT CT¢C

63 64 65 66 67 68 69 70 1 72
Leu Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu Asn Leu
- 200 210 220

CTG AAA cca CTG GAG GAA GTT CTG  AAC CTG
GAC TTT GGC GAC CTC CTT CAA GAC TTG GAC

75 74 75 76 77T 78 79 80 8 82
Ala Gln Ser Lys Asn Phe 7 His Leu Arg Pro
230 240 250

GCT CAG TCT AAA  AAT TTC CAC CTG¢  CGT CCG
CGA GTC AGA ITT TTA  AAG GIG GAC GCA GGC

83 84 85 86 87 88 89 90 91 92
Arg Asp Leu Ile Ser Asn Ile Asn Val Ile
260 270 280

CGT GAC CTG ATC ICT AAC ATC AAC GTT ATC

GCA CTa GAC TAG  AGA TTG TAG ITG¢ CAA TAG

93 94 95 96 97 98 99 100 101 102
Val Leu Glu Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr
290 300 310

GTT CTG GAG CTC AAA  GGT ICT GAA ACC ACG
CAA GAC CTC GAG  TTT CCA AGA CTT TGG TGC




0227938

- 1 9 -
103 104 105 106 107 108 109 110 111 112
Phe Met Cys Glu Tyr Ala Asp Glu Thr Ala
320 330 340
TPC ATG TGC GAA TAC  GCG GAC GAA  ACT GCG-
AAG TAC ACG CTT  ATG  CGC CTG CTT  TGA CGC
113 114 115 116 117 118 119 120 121 122
Thr Ile Val Glu Phe Leu Asn  Arg Trp Ile
350 360 370
ACG  ATC GTT GAA TIT CTG AAC CGT TGG  ATC
1GC TAG CAA CTT  AAA  GAC TTG  GCA  ACC TAG
123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
Thr Phe Cys Gln Ser Ile Ile Ser Thr Leu
380 390 400
ACC TTC TGC CAG TCG ATC ATC TCT  ACC CTG
TGG AAG ACG GTC  AGC TAG TAG  AGA  TGG GAC
133 134 135
Thr
410
ACC TGA TAG 31
TGG ACT ATC AGC T 51
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Patentanspriiche:

1.

Fusionsprotein, gekennzeichnet durch einen C- oder N-
terminalen Anteil, der im wesentlichen den ersten 100
Aminosiuren von Interleukin-2 entspricht.

‘Fusionsprotein der allgemeinen Formel

Met - X -Y -2 - oder Met -2 -Y - X
(1) R (Ib)

in der X im wesentlichen die Aminosiurefolge der etwa
100 ersten Aminosiuren des menschlichen Interleukin-2
bedeutet, Y eine direkte Bindung oder ein Briicken-
glied aus genetisch codierbaren Aminosiuren bedeutet,
das die Abspaltung der Aminosiuresequenz Z ermdglicht,
vorzugsweise, benachbart zu Z, Met, Cys, Trp, Arg oder
Lys enthdlt oder aus diesen Aminosduren besteht, ins-
besondere benachbart zu Z die Aminosiuresequenz

Asp - Pro,

enthdlt oder aus dieser Sequenz besteht und Z eine
Sequenz aus genetisch codierbaren Aminosduren ist,
vorzugsweise von einem Proinsulin oder einem Hirudin.

Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins nach
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 man eine
fiir dieses Protein codierende Genstrukitur in einer
Wirtszelle exprimiert und das Pusionsprotein, vorzugs—-
weise durch Zentrifugation von den 1ldslichen

Proteinen, abitrennt.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da8
die Wirtszelle ein Bakterium, vorzugsweise E. coli,
ist.

Verwendung des PFusionsproteins nach Anspruch 1 oder 2
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bzw. der nach Anspruch 3 oder 4 erhaltenen Fusionspro-
teine zur Herstellung des Proteins, das im wesentli-

chen der Aminos8uresequenz Z entspricht, durch chemi-
sche oder enzymatische Spaltung.

Genstruktur, codierend fiir ein Fusionsprotein gemis
Anspruch 1 oder 2. '

Vektor, enthaltend eine Génstruktur nach Anspfuch 6.

Plasmide pEW 1000, pK360, pK410, pPH30, pPH100, pK370
und pKH101.

Wirtszelle, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 7.
Hirudinderivate, gekennzeichnet durch eine Aminosiure-
folge, die N-terminal mit Pro, vorzugsweise mit
Pro-His oder Pro-Thr beginnt.

Human-IL-2-Derivat, das C-terminal Asp enthilt.

Fusionsprotein»aus Human-IL-2 und Hirudin, das sowohl
IL-2-Aktivitdt als auch Hirudin-Aktivitdt zeigt.
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Patentanspriiche Griechenland:

1.

3.

4.

5.

Fusionsprotein, gekennzeichnet durch einen C- ocer N-
terminalen Anteil, der im wesentlichen den ersten 100
Aminosiuren von Interleukin-2 entspricht.

Fusionsprotein der allgemeinen Formel

Met - X -Y -2 oder Met - Z_- Y ”,X
‘ (Ia) (Ib)

in der X im wesentlichen die Ahinoséurefolge der etwa
100 ersten Aminosiuren des menschlichen Interleukin-2
bedeuntet, Y eine direkte Bindung oder ein Briicken-
glied aus genetisch codierbaren Aminosiuren bedeutet,
das die Abspaltung der Aminosiuresequenz Z erm&glicht,
vorzugsweise, benachbart zu Z, Mes, Cys, Trp, Arg oder
Iys enthilt oder aus diesen Amincsiuren besteht, ins-
besondere benachbart zu Z die Aminoséuréseqﬁenz

Asp - Pro,

enthdilt oder aus dieser Sequenz besteht und 7 eine
Sequenz aus genetisch codierbaren Aminos#uren iss%,
vorzugsweise von einem Proinsulin oder einem Hirudin.

Verfahren zur Herstellung.eines Fusionsproteins nach
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da8 man eine
flir dieses Protein codierende Genstruktur in einer
Wirtszelle exprimiert und das Fusionsprotein, vorzugs-
weise durch Zentrifugation von den ldslichen
Proteinen, abtrennt. '

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da8
die Wirtszelle ein Bakterium, vorzugsweise E. coli,

ist.

Verwendung des Fusionsproteins nach Anspruch 1 oder 2
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bzw. der nach Anspruch 3 oder 4 erhaltenen Fusionspro-
teine zur Herstellung des Proteins, das im wesentli-
chen der Aminosduresequenz Z entspricht, durch chemi-
sche oder enzymatische Spaltung.

Genstruktur, codierend fir ein Fusionsprotein gemis
Anspruch 1 oder 2.

Vektor, enthaltend eine Genstruktur nach’Aﬁspruch 6.

Plasmide pEW 1000, pK360, pK410, pPH30, pPH100, pK370
und pKHI101.

Wirtszelle, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 7.
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Patentanspriiche Spanien und Osterreich:

1.

Verfahren zur Herstellung eines Fu51onsprote1ns,
dadurch gekennzeichnet, daB man in einer Wirtszelle
ein Gen exprimiert, das fiir einen C- oder N-terminalen
Anteil codiert, der im wesentlichen den ersten 100
Aminosduren von Interleukin-2 (IL-2) enfsp;idht.r

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet daB
das Gen fur ein Fu31onsproteln der allgemelnen Formel

Met-X-Y—Z oder Met-Z-Y-X
(I2) (Ib)

kodiert, in der X im wesentlichen die Aminos#urefolge
der etwa 100 ersten Aminos#iuren des menschlichen
Interleukin-2 bedeutet, Y eine direkte Bindung oder
ein Briickenglied aus genetisch codierbaren Aminos&duren
bedeutet, das die Abspaltung der Aminosduresequenz Z
ermdglicht, und Z eine Sequenz aus genetisch codier-
baren Aminosduren ist.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeiéhnet, das
Y, benachbart zu Z, Met, Cys, Irp, Arg oder Lys ent-
hdlt oder aus diesen Aminosduren besteht.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
daB8 Y, benachbart zu Z, die Aminosduresequenz

Asp - Pro,
enthidlt oder aus dieser Sequenz besteht.
Verfahren nach einem oder mehreren der vorherge-
henden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB 2 die

Aminosiuresequenz von einem Proinsulin oder einem Hi-
rudin bedeutet.
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Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnes, daB das Fusions-
protein durch Zentrifugation von den 16slichen
Proteinen abgetrennt wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB8 die Wirtszelle
ein Bakterium ist.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB
die Wirtszelle E. coli ist. '

Verwendung der nach Anspruch 1 bis 8 erhaltenen
Fusionsproteine zur Herstellung des Proteins, das im
wesentlichen der Aminosiuresequenz 2 entspricht, durch
chemische oder enzymatische Spaltung.
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14 ECORL 12
(lle) Asp Phe Met lle Thr Thr (Tyr)
C GAA TTC ATG ATC ACA ACG T FIG.1a
TAG CTT AAG TAC TAG TGT T6C ATA
{Pvul) (8) (Accl)
EcoRlI
(3)+(5)+(7)+(3) L1905E. N Rt
Sall
Hind 11
Pvull
Pvull (9)
3 FIG.2
1 Accl T}er Stp Stp
.y 2.Klenow-Polymerase AT ACT i/ TAA TAG AGC T
(&) i~ P2 T Toa (Hir 6] g2 4
.odcC

10) (Sacl)
pUC13 L parcece

C
2.5mal [CTAGGGG TCGAG
(Smal) (Sacl) | (11)
(puC13)

(10)+(n) Ligase_

(1) (2) 3
Asp Pro His Thr Stp Stp

GAT CCC CAT ACT (i gy TAA TAG AGC TC__
T CTA 656 GTA T6A GTC ATC TCG AG,

pK400 Sacl
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(Thr) Stp

1.Kpn] C_iui TAA TAG AGC TCG

W) ST ca 1og ~(Hir 45-64) ATT ATC TCG AGC AGC T
(Kpn]) (13) (Sall

(12) 1 Hincll FIG.2a

ZKpn|

M (2) 3
Thr leu Glu Asp Pro His Thr (Gly)

G ACT CTA GAG GAT CCC CAT A

CT 1 )0 GET AC
C T6A GAT CTC CTA 666 GTA Tea (Mir4=42) ¢

(Hinc11) (14)

1. EcoRl, part.
(9) 2"Fill in”
3.5al 1

113 14
Thr lle Asp (Leu)

(112)ACG ATC GAA TT TCBAC
T6L TAG CTT AA 6
Pl (EeoRl™) (Sall)

(pK 360)

(3) + (13)+ (14)+{15) Ligase

13 N4

(Kpn1)

(15)

(16)
1 2) 3

Thr le Asp Lleu Thr Leu Glu Asp Pro His Thr

ACG ATC GAA TTi ACT CTA GAG GAT CCC CAT ACT
ULZII6C TAG CTT AME TA GAT CTC CTA GGG ETA TA (Wir 4-64)

pK410
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BamHI 6 GATCC
PBR322 ——= rmeme 6 o)

1) dATP,dGTP,dTTP
2) S1-Nuclease

GGAT  ATCC_
[_ CCTA  TAGE | (1)
B1 C16 .
CCTIT _ GGG GG
(Hae III) (Haelll )

(1) (19) Ligase

BamHl  B1 \ C16 BamHI

amH
GGA TCC TTT—(BZ—CTS) GGG GGA TCC
CCT AGG AAA CCC CCT AGG (20)
pPH1 TcS
Bam H1I
Dde |
GA TCC ?T1T GC/EE €C
6 aa B2703) 7 geagr (2
(Bam H1) (Ddel)
CAG ggﬁ é/lg
T T _ (22)
( Ddel ) (Pvull)
BamHI
pBR322 —— CT16

6
Prall CCTAG BAC | (13)
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(21)+(22)+(23) H90se

FIG.3a
BamH1 ATy
—= [ATCC CAG
(24) o ¢ (BI-AW) {22 (25)
(BamHI) (Pvull)
A6 AZ1 Stp Stp
CIG GAG AAC TAC TGC AAC TAA TAG (26)
GAC CTC TTG ATG ACG TTG ATT AIC AGC T
(Pvull) (Sall)
pUC 8 Bam H1
Sal
(Gly)
ECT AG TCGAE
r(BumHl) (Sall) (27)
BamHI

(25)+ (26) +(27) Hose_

(28)
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1) Sal I
(28) — _ GIC6A TCGAC——
2)"Fill in"| CAGCT AGCTG (29)

o FIG.3b
Stp Stp
GATCC jp1_pnqy TAA TAG TCGA
g B1=AZ1) 77 arC age7 (0)

(BamHI) (Sall™)

B

pUCQ am Hi
Sma ] Hind 111 Sall

ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GCT GCA GGT CGA C6
[ TAC TCG TAC TAA T6C GGT TCG AAC CGA C6T CCA GCT GCCTAG

EcoRl (BamHl)

666 AAT TCA CT6 6CC__ (31)
CCC TTA AGT GAC CGG

(Smal)

(30)+(31)  Ligase

>
' EcoRl

Bam I
6 TCBAC__ 1)dcTp dotp  GTCE  CGACGGATCC

[CA6CT 6 | ~grip——= [_CABC_GCTGCCTAGG
(33) 2)S1 Nuclease (34) lBum H1
6TC6 C 61C6  GATCC

[CAGC 6] >INuclease r™cage 6]

(36) (35)
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Hind I

FIG.3c
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2)"Fill in"
3)Dde |
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Sal | _
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(Ddel) (Sall)

(9) T)Accl 2)"Fill in"
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"3 14 okl
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AATTC ATG(IU—HZ) ACG ATC GAA TIC ATG ATC ACA ACG TAT
G TAC T16C TAG CTT AAG TAC TAG TGT TGC ATA

{(EcoRI) Pvul (40)

(3) +(38)+ (39) « (40) Ligase

+(3)+(38)+(39)
Ligase /
1) Accl

@) 2)"Fill in” TATAC  TCGAC
3)Sall ATATG G
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4

Cc ATC ATC TCT ACC CTI6 GAC CC6 ACG T (44)

TAG TAG AGA TGG GAC CT6 GGC TGC ATA
(Taql) (Accl)

(63) + (b4)+ (3)(5) L19ase

Hind Il
(45)
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(EcoRI) {Sacl)
EcoRl

(46) +(47) Ligase
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TT AAG TAC TAG T6T (1 1788 y57 g (Sall) = Pst)=Tg
(EcoR1") () (Hind 11

9% 9

GAG CTC GCC C

m
Smal_—(1L1-84) rd g e & A UI—
(AB)Hindllll- T LIE GAG,

Sacl  (Smal)  (Hingm) | (5%

(49) + (50) Ligase
™ Ala Gln Phe Met lle Thr
GAA TTC ATG

(1L1-96) GCC CCA TIC ATG ATC ACA (Hir 1-64
lilth é\lAG, TAC ' C66 GGT AAG TAC TAG T6T ' )‘I
co

pK301

(51)
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FIG.5a
(57 ECORL. AA TTC ATG (14-g5) -GCC CCA TTC ATG ATC ACA
Hind I G TAC C6G GGT AAG TAC TAG TG6T

(EcoRl)

Stp St
['(Hirl—ﬁlf) TApA TA% 1C6 TCG ACC TGC AGC CA (52)
ATT ATC AGC AGC TGG ACG TCG GTT CGA
Sall Pstl (Hind 1)
Hincll
(2) EcoRI G AGCTL_

| CT

OO (eeopn)  (Hindmy | (53)

(52) +(53) Ligase

(54)
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FIG.6

(41) Ec.o RI'/ Hind Il
“Fill in" .
AA TTC ATG ATC ACA ACG TAT AGC TT6 GCT GCA 66T CGC
TT AAG TAC TAG T6T TGC ATA TCG AAC CGA C6T CCA GCG—,

(EcoRI™)

L 1-a ) TAA TAG TCG ACC TGC AGC CAG CT
AAT ATC AGC T66 ACG TC5 61C GA  (55)

Sall/Hincll  Pst] (Hind1I™)

)Smal

Phosphatase
35 96

(1L1-94) BAG CTC GCC C G6 GGA TCC ___

CIC GAG CG6 6 CC CCT_AGG,

Sacl (Smal) BamHI (56)

(55)+(56) Ligase

—_—

Hindrp Pstl
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FIG. 6a
Eco R

(57) ———— EcoRI (IL1-96)—Y—(B1-A21)—HindIll (58)
Hind 111

Y=

Ala Gln Phe Met Ile Thr Thr Tyr Ser Leu Ala Ala Gly Arg
GCC CAA TTC ATG ATC ACA ACG TAT AGC 116 GCT GCA GGT CGC
CGG GTT AAG TAC TAG TGT TGC ATA TCG AAC CGA GGT CCA GCG

EcoRl

(56) + (53)-9056_

Hind Il

(O
69)
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Europiische Patentanmeldung Nr.86116140.4 — HOE 85/F 263
Berichtigung von Midngeln nach Regel 88

Wir iiberreichen als Anlage in dreifacher Ausfertigung die Zeich-
nungsblédtter 1 und 2, auf denen die folgenden offensichtlichen
Fehler berichtigt wurden:

Blatt 1 - Pigur 1: Die Bezugsziffern (6) bis (11) wurden berich-
tigt zu (1) bis (6). Diese logische Reihenfolge ergibt sich an
sich von selbst, insbesondere aus der richtigen Zuordnung der
Bezugsziffer (7) bei der letzten Formel in der Figur 1. Sie er-
gibt sich aber auch einwandfrei aus Beispiel 1, nimlich Seite 7,
Zeile 24 bis Seite 8, Z«€ile 22, wo im textlichen Zusammenhang
die Zuordnung von Bezugsziffer zu Plasmid bzw. DNA-Fragment ein-
wandfrei gegeben ist.

Blatt 2: Hier wurde in der Figur 2 fiir das Plasmid pK400 die feh-
lende Bezugsziffer (12) erginzt. Auch hier ergibt sich der Fehler
aus der logischen Reihenfolge der Bezugsziffern schon von selbst,
geht aber auch einwandfrei aus Beispiel 2, insbesondere Seite 9,
Zeile 35 bis Seite 10, Zeile 2, hervor.

Wir bitten deshalb, die berichtigten Figuren dem Druck der ver-
offentlichten Anmeldung und dem spiteren Priifungsverfahren zu-
grundezulegen.

HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT

e -/Z@./[ ~ftee, i

/ Dr. Meyffr-Dulhever Dr. Kle

&
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EcoRl
Sal | fac Sal |
Hind LIl ,
Hind Il
1Aval 55 A
2___’.Exo- S pEWI000 Ap
nuclease
Jligase pvill
Pvull ,
Aval (1) (2)
tfac_ TCGAC
1.EcoRl —CT71AA 6 |
(2) Toall (EcoRI) (Sall) (3)
Sall(Accl)
Sstl({Sac1) FIG 1
| 1. Accl
2.5al1
Xbal 3
Thr Stp Stp

ATACT (1 e, ) TAA TAG AGC TCG

TGA ATT ATC TC6 AGC AGCT
(Accl) (5) (Sal1)
1EcoRl
2.Pvul 113

N Loy AGG AT
AGA ATG 11~

(EcoRI) AlL2  {Pvul)
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14 ECORL 12
(lle) ‘Asp Phe Met lle Thr Thr (Tyr)
C GAA TTC ATG ATC ACA ACE T FIG.1a
TAG CTT AAG TAC TAG TGT TGC ATA
(Pvul) (8) (Accl)
EcoRl
(3)+(5)+(7)+(3) LI90SE. Nkl
Satl
Hind I
Pvull
Pvull (9)
] FIG.2
1 Accl Thr Stp Stp

2.Klenow-Polymerase AT ACT ;y:. ;. TAA TAG AGC T
(4) -~ —=— 7p 16 MIM5-64) 67 aqé
.Sac

(10) (Sacl)

pUC13 L carecce

- C
2.5mal [CTAGGGG TCGAG
(Smal) (Sacl) | (11)
(pUC13) |
EcoRl

(10)+(11) Lig8se_

(12)
(1) (2) 3
Asp Pro His Thr Stp Stp
GAT CCC CAT ACT (Hir 4-64) TAA TAG AGC TC___
CTA GGG GTA TGA

5 6 6TC ATC TCG AG,
(Smal™)

pK400 sacl
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